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PATIl:MTANSPl\UCllE 



J Verf ahren zum Mcssen von Antigen-Antikorper-Reaktionen , bei 
dem die Losung des zu bestimmenden Antigens mit dem korre- 
spondiercnden Antikorper verinischt, die Mischung in den 
Strahlengang einer Lichtquelle gestellt und das nach vor- 
warts gestreute Licht mit einem Photodetektor gemessen wird, 
dadurch gekennzeichnet , dais man die Mischung mit Laserlicht. 
durchstrahlt und ausschliefliich das unter kleinem Raumv/inkel 
nach vorwarts gestreute Licht mit' dem Photodetektor mifit und 
anschlieGend quantitativ analysiert . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daa das 
durch die Mischung hindurchgehexide nicht gestreute Laser- 
licht vernichtet wird. 

3. Verfahron nach Anspruch 1^ dadurch gekennzeichnet , daB das 
durch die Mischung hindurchgehende nicht gestreute Laser- 
licht in die Lichtquelle reflektiert wird. 

4. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , da 13 eine Meflkvivette in der optischen 
Achse eines MeCsystems, bestehend aus einem Laser, minde- 
stens zwei Blenden, einem Linsensystem und einem Photodetek- 
tor, zv/ischen den Blenden und dem Linsensystem angeordnet 
ist/ und dafi das Melisystem zwischen Mefikiivette und Linsensy- 
stem in der optischen Achse eine Lichtfalle aufweist, deren 
Durchmesser das 1,1- bis l,7fache des Laser strahldurchmessers 
betragt . 
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Wic aus dicser Aufstellung zu ersehcn, ist die Dif fusion smcthode 
fCir eine Anzahl von Antigenen in Kor perf lUssigkeiton oder Kul- 
turfiltraten von Mikroorganismen haufig nicht empfindlich genug* 
Wegen der er f orderlichcn Dif f usionszeit sind diese Methoden zudem 
langwierig, WShrend die empf indlicheren Testsystcme wie die 
Haemagglutination relativ aufwcndig sind^ cind die radioiramuno- 
logischen Verfahren durch den hohen Preis der Reagenzien und 
der er forderlichen MeBgerate sehr kcstspielig. 

Eincn Fortschritt in dor Steigerung der Empf indlichkcit der 
schnoll ablaufcnden und mit blofiem Auge ablesbaren Flockungs- 
reaktionen brachte der Einsatz von optischen Trtibungsmeflgerclten, 
sogcnannten Nephelometern . 

Nephelometrische Konzontrationsbestimmungen sind spezif isch, 
schnell und pro isgiinstig . Hierbei wird das Streulicht, das von 
Prazipitatteilchen oiner trviben Losung ausgeht, gcmessen. Es 
wird zunachst die S treulichtintensitat von Losungen unterschied- 
Ircher, aber bekannter Konzentrat ionen gemessen und eine Eich- 
kurvo aufgestellt. Unter gleichen Versuchsbedingungen erfolgt 
dann die Streulichtmessung der unbekannten Ldsung. 

Die verwendeten aeGgcrate bestehen aus einer inkohSrenten Licht- 
quelle,ciner optinchen Spaltsystemanordnung, einer KUvette und 
cinem Photode tektor . Nachteilig bei diesen Geraten ist die den 
Anforderungen haufig nicht genugende Nachweisempf indlichkeit , 
sowic die mangelnde Reproduzierbarkeit an der unteren Nachweis- 
grenze . 

Diesc AnalysengeratG sind zudem sehr kostspielig. Automatische 
Gerate werden vereinzelt in Grofikiiniken eingesetzt, wo grofle 
Probcnmengen analysiert werden. Beim Wechsel zur Bestimmung 
eines anderen Antigens mul3 die Anlage in mehreren SpiilgJlngen 
gereinigt werden- Es werden daher fvir Mehrf achbestimmungen 
teure, parallel laufende Analysenstrafien verwendet. 

In kleineren Kliniken, in der Arztpraxis oder in wissenschaf t- 
lichen Laboratorien benotigt man in der Bodienung flexibl re 
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E3 stent sich daher die Aufgabe, eine Vorrichtung zu finden 
mxt der die Nachweisexnpf indlichkcit und deren Reproduzierbarl 
kea.t erheblich verbessert wird und die flexibier anwendbar 
ist . 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Messen von Anti- 
gen-Ant ilcorper-Realctionen, bei dem die Losung des zu bestinunen- 
den Ant.gens mit dem l.or re spend ierenden Antikorper vermischt, 
dxe Mischung in den Strahlengang einer Lichtcruelle gestellt und 
das nach vorwSrts gestreute Licht mit e:...:. .-hotodetektor ge- 
messen wird. dadurch gekennzeichnet , dafl nan die Mischung xnit 
Laserlicht durchstrahlt und ausschlie filich das unter kleinem 
Raun...nkel nach vorwSrts gestreute r.icht mit dem Photodetektor 
miflt und anschliecend quantitativ analysiert. 

Dariiber hinaus wurde eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des oben 
bezexchneten Verfahrens gefunden, die dadurch gekennzeichnet ist, 
dao exne MeOkuvette in der op.ischen Achae eines MeCsystems. 
bestehend aus einem Laser, mindestens zwei Blenden, einem Lin- 
sensystem und einem Photodetektor, z^vischen den Blenden und dem 
Lxnsensystem angeordnet ist und, daa das- Mefisystem z^vischen MeE- 
kUvette und Linsensystem in der optischen Achse eine Lichtfalle 
aufwexst, deren Durchmesser das 1,1- bis l,7fache des Laser- 
strahldurchmessers betragt. 

unter Lichtfalle werden z.B. Einrichtungen zum Absorbieren des 
Lxchtes Oder Umlenken des Lichtes wie Spiegel, Prismen, Licht- 
leiter u.dgl. verstanden. 

Die vorrichtung kann dadurch verbessert werden. daa man inner- 
halb de. Linsensystems eine Einrichtung zum Ausblenden des von 
den Blenden herruhrenden Streulichts anordnet. 

Besteht die Lichtfalle aus einem Spiegel, so kann bei entspre- " 
chender Justierung zu den Lasorendf IHchen oder zu einem zwischen 
Laser und MeakUvette angeordneten Spiegel eine Intensirat^ve:" 
besserung errcicht werden. 
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Die Figuren zeigen die Erfindung in beispielsv/oiser Ausfuhrung. 
Fig. 1 zeigt einen schematischen Aufbdu der Vorrichtung mit 
der Anordnung des Strahlenganges . 



Die Fig. 2 und 3 zeigen zwei Ausf uhrungsbeispiele . Aufgetragen 
ist das Streulichtsignal U als Funktion der Konzentration C. 

In das Licntbiindel 11, eines Lasers 1, beispielsweise eines 
I^e-Ne-Lasers werden die beiden Blenden 2 und 3 gebracht. Hinter 
den Blenden durchdringt das Laserlic' t eine beispielsweise 10 mm 
tiefe, 4 mm breite und 20 mm hohe Kuvette 4. Ein 
einseitig verschlossenes geschwarztes Rohrchen 5(Durchmesser 1,5 
mm) o.a. dient als Lichtfalle fur den direkten Laserstrahl und 
ist vorzugsweise direkt hinter der Kuvette angeordnet. In die 
Kuvette werden 0,1 ml des Antigens, beispielsweise menschliches 
Serum, und 0,1 ml Antiserum, das Antikorper gegen das zu be- 
stimmende Antigen enthalt, gefiillt. Die in der Reaktionslosung 
entstehenden Prazipitatteilchen streuen Licht. Das unter klei- 
nem. Raumwinkel in Vorwartsriclitung gestreute Licht wird mit 
Hilfe eines Linsensystems 9 auf einen Photodetektor 7 gesammelt. 
Bei Verwendung der oben beschriebenen Kuvette gelangt auch un- 
ter grofieiren Winkeln gestreutes Licht durch Reflexion an den 
Innenwanden der Kuvette noch in das Linsensystem. Die Signale 
des Photodetektors 7, z.B.einer Photodiode , werden einem Nach- 
we is instrument 8, z.B. einem Schreiber, zugefuhrt. Eine kleine 
schwarze Blende 6 (Durchmesser ist ca . Laserstrahldurchmesser ) 
wird innerhalb des Linsensystems 9 an vier diinnen Faden 10 
befestigt. Hierdurch kann das an den Blenden 2 und 3 entstehende 
Streulicht ausgeblendet und der Storuntergrund verkleinert wer- 
den . 

Im Versuch zum Nachweis der Empf indlichkeit und Reproduzierbar- 
kcit des Verfahrens wurdc als Antigen-Antikorpcr-Roakticn das 
System Albumin/Antialbumin eingesetzt. Dazu wurde als Antigen 
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ein albuniinhaltiges monschl iches Dlvitserum 1:52 veraiWint. Als 
Antikorper v/urde ein Ant i-Humanalburniri-Serum vom Kaninchen in 
zwei Verdunnungen (1:5 bzw. 1:40) eingesetzt. Die Reagen.ilosun- 
gen v/v.rden durch ein Meir.branf ilter , vom Porendurchmesser vor- 
teilhaft kleiner als 0,3 ^m, filtriert und gleiche Volumina in 
die Kuvette gefullt. Nach 45 Minuten wurde die Kiivette kraftig 
geschuttelt, um den selbst noch bei niedrigen Kcnzen trationen , 
d.h. <10~^ mg/ 100 ml, auftretenden Bodensatz auf zuwirbeln . Die 
Kuvette wurde in den Strahl des Lasers gebracht und das Streu- 
licht gemessen. Bei hoher wie auch bei niedriger Antikorperkon- 
zentration wurde ein linearer Zusammenhang in dcppel logarithmi- 
scher Darstellung uber 4 Zehnerpotenzen der Albuninkonzentration 
festgestellt . 

Fig. 2 zeigt Antigen-Antikorper-Reaktionskennlin ; sn A, B und C 
von drei verschiedenen gdgen das Antigen Albumin gerichteten 
Kaninche.n-Antiseren . Die S treulichtintensitat U ist iiber 4 Zeh- 
nerpotenzen hinweg in doppellogarithmischer Darstellung linear 
von der Albuminkonzentration abhangig. 

Die Abv/Gichungen der MeCpunkte von der zeichnerisch gemitteiten 
Funktion betrugen oberhalb 0,1 mg/100 ml nur etwa ± 5%. Bei re- 
lativ hohen Konzentrationen von. Standard-Human-Serum von 10 mg/ 
lOO ml losten sich die Prazipitatteilchen teilweise wieder auf 
und das Streulichtsignal nahm ab . In diesen Fallen empfiehlt 
sich eine entsprechende Vorverdunnung der Antigenlosung . 

Bei herkommlichen Streulichtmessungen erreicht man Genauigkeiten 
von _ 10%, wobei die untere Nachweisgrenze im gunstigsten Falle 
bei etwa lo"! mg/lOO ml liegt. Durch den Einsatz eines Gaslasers, 
wie eines He-Ne-Lasers von 1 mW und durch Messen des in Vor- 
wartsrichtung gestreuten Lichtes kann bei nephelometrischen Un- 
tersuchungen eine Empf indlichkeitss teigerung um eintn Faktor 
von etwa lOO erreicht werden. Der quantitative Machweis von 
Antigcnkonzentrationen von IQ-^ mg/lOO ml = 0,01 jag/ml wird • 
beim Einsatz von sorgfaltig filtrierten Losungen moglich. Die 
Reproduzierbarkcit der Meflpunkto der Eichkurve ist sehr gut. 
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Die ^inrnal f cs tzus tellendc Abhangicjkeit der Antigenlzonzcntra- 
tioncn von der entsprechcnden Signal ihtensitat des Laserstreu- 
lichts erlaubt wiedorholt die Zuordnung des gemessenen Signals 
zur gesuchten Konzentra tion des Antigens. Dadurch erscheint es 
nicht erforderlich, bisher ublic'ne Kontroll- und Parallelmessun- 
gen mit Eichsubstanzen durchzuf uhren - 

Es wurde waiter gefunden, dafl durch Erhohung der Leistung der 
Lichtquelle um das Dreifache, beispielswcise durch Ersatz eines 
1 mW-Lasers durch einen 3 mW-Laser, und durch eine verbesserte 
Fokussierung des Streulichts auf den photoelektrischen Empfan- 
gcr, z.B. durch Verwendung einer Mikroskopiinse als Linsensy- 
stem 9, die Empf indlichkei t des Cerates wesontlich gesteigert 
werden kann . Mit die -sem empf indlicheren Gerat gelingtes, um eine 
weitere Zehnerpoteni. bis in den 0,001 ug/ml-Meflbercich vorzu- 
stoGen und Spurenantigene nachzuweisen . Fiir quantitative Unter- 
suchungen in diesem Bereich ist es jcdoch er f orderlich, Vorkeh- 
rungen gegen S taubverunreinigungen im Meflraum dtarch Laminar flcn*/ 
zu treffen. 



Bekanntlich laGt sich durch Zugabe von Xthylenglykol die Zeit 
der Antigen-Antikorper-Reaktion verkiirzen, die auch bei den 
Laserstreulichtmessungen genutzt werden kann. 

Es ist weiter bekannt, daQ bei hohen Antigen-Konzentrationen 
ein Teil der Prazipitatteilchen noch innerhalb der Reaktions- 
zeit sedimentiert . Der Reakt ionsansatz wird daher vorteilhaft 
nach Beendigung der Reaktion kraftig geschiittelt . Diese MeQwer- 
te sind haufig besser zu rcproduzicren als Werte von Reaktions- 
ansatzen, die nicht geschiittelt wurdcn. 

Erf indungsgemaG lassen sich alle Antigene in Losungen bestimmen, 
gegen die spezifisch Antiseren erhalten werden kGnnen. Ein be- 
vorzugtes Ar --/endungsgebie t der Methode liegt in der quantita- 
tiven Bestimn.^ng der Bestandteile von Korper f lUssigkeiten, ina- 
besondere des Blutplasmas, und von e*ntigenen mikrobiellon 
Stof fwechselproduktcn oder lanzoninhaltsatof f on • 
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Durch geeign(2te Abv/andlungen der Anordnung, wie sie vorstehend 
beschrieben wurde , laflt sich das Verfahren auch automatisicren . 
wxe dies in Shnlicher Weise bei Nephelometern mitcels Fluores- 
zenz-Spektral-Photometern bereits bckannt ist. 

An einem nachfolgenden Beispial soil die quantitative Bestimmung 
eines Spurenproteins aus Plasma die Erfindung naher eriautern. 
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2 ml eines Patientenserums warden durch ein Mombranf iltcr dcr 
Firma Miliipore (Porendurchmesser 0,05 um) filtr.iert. C,2 mi 
eines IgE-Antiserums , das 1:5 mit isotonischer Kochsalzlosung 
vorverdunnt wurde , werden in die Mefikiivette der Apparatur tjege- 
ben und mit 0,1: ml des filtrierten Patientenserums vermischt* 
Die Kuvette wird luftdicht verschlossen und bei Zinmartemperatur 
16 Stunden stehengelassen . Danach wird die Kuvette dreimal kur z 
geschuttelt. Nach 10 Minuten in Ruhe v/ird die Kuvette in. den 
Strahlengang des Laser-Streulicht-Meflgerates gestellt. Fig. 3 
zeigh die Kennlinie des Immun globulin E (IgE) -Spurenproteins , 
die durch Verdunnung des bei der Weltgesundheitsorganisation 
(WHO) zur Verfugung stehenden Standards gewonnen \>mrde . Das ab- 
jelesenc Signal U in mV wird mit den Werten dieser Kennlinie in 
Beziehung gesetzt. Es ergeben sich 300 Einheiten IgE/ml im ge- 
testeten Serum. 

Mit der Vorrichtung ist es erstmals tioglich, schnell, einfach 
und sehr empfindlich den IgE-Proteingehalt im Serum bis zu 
150 E/ml zu bestxmmen. Mit der radialen Immundif fusion war es 
bisher nur moglich, erhohte IgE-Konzentrationen oberlialt 800 E/ 
ml zu me s sen. 
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